Introduction
============

Idiopathic scoliosis (IS) is the most common type of musculoskeletal deformity, affecting ∼ 3% of children and adolescents. [@JR180384-1] [@JR180384-2] Scoliosis refers to a deviation of the spine greater than 10 degrees in the coronal plane, which is most often discovered through school-screening programs or by the parents. [@JR180384-1] [@JR180384-3] The progression of IS occurs in three dimensions, with the spine simultaneously curving toward the arms and ∼ 10% progress to a moderate or severe curve. [@JR180384-4] [@JR180384-5] There is a high variability in the clinical manifestation or phenotype of IS, which can manifest in infants (0--3 years) and children (4--9 years), but most cases occur among the adolescent population (≥ 10 years) of otherwise healthy children, with onset between (or around) puberty and skeletal maturity. [@JR180384-6] [@JR180384-7] [@JR180384-8]

Adolescent idiopathic scoliosis (AIS) is prevalent in 1% to 3% of adolescents aged between 10 and 16 years. [@JR180384-6] The inheritance pattern of AIS is unclear because many factors, including genetic and environmental factors, the exposome, and their combined interactions are involved. [@JR180384-2] [@JR180384-8] Genetic association studies on AIS that have been performed in recent years, particularly linkage studies, genome-wide association studies (GWAS) and epigenetic studies, have identified several genetic loci such as *LBX1* , *GPR126 SR1* , *ESR2* , *MATN1* , *POC5* , *IGF1* and *VDR* that are associated with the susceptibility to develop AIS. [@JR180384-2] [@JR180384-9] [@JR180384-10] [@JR180384-11] These studies have shown that some of these loci likely contribute to the susceptibility to develop AIS, while others could play a critical role in determining the severity of the spinal curvature and/or whether the curve is stable or progressive. [@JR180384-9]

Interleukin-6 ( *IL-6* ) is a pro-inflammatory cytokine and an anti-inflammatory myokine, which is promptly and transiently produced as a reaction to immune responses, inflammatory reactions, and hematopoiesis. [@JR180384-12] The human *IL-6* gene is located on chromosome 7p21--24, with an upstream promoter containing 303 bp, consisting of 5 exons, and with a length of 5 kb. [@JR180384-13] [@JR180384-14] [@JR180384-15] Recently, the -174G \> C (rs1800795) polymorphism in the promoter region of *IL-6* was investigated in the pathogenesis of AIS, but the results were controversial; this may be due to small sample sizes and ethnic differences. Therefore, we performed a case-control study in Iranian AIS patients and a meta-analysis to further estimate the overall risk of developing AIS caused by the IL-6 -174G \> C polymorphism.

Materials and Methods
=====================

Case-Control Study
------------------

### Study Population

All subjects provided informed consent before the beginning of the study, which was approved by the Clinical Research Ethics Committee of our institution. In total, 80 consecutive AIS patients who visited 7 orthopedics clinics in 6 cities between April 2014 and September 2017 were retrospectively recruited to the present study. All of the patients underwent radiological examinations using standing posteroanterior (PA) radiographs. A total of 80 healthy matched subjects (the control group) were randomly selected from the general population after confirming the absence of any evidence of scoliosis, curvature of the spine, or other orthopedic conditions according to radiographic criteria.

### Genotyping

For the genotype analysis, peripheral blood samples from all patients and controls were collected, and the genomic DNA from each sample was obtained using a commercial kit (Cinnagen, Tehran, Iran). The IL-6 -174G \> C (rs1800795) polymorphism was genotyped using the polymerase chain reaction-restriction fragments length polymorphism (PCR-RFLP) technique. To investigate the IL-6 -174G \> C (rs1800795) polymorphism, we used the primers *5′-TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT-3′* and *reverse 5′-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-3′* . The PCR products were digested with the *Streptococcus faecalis* ND547 (SfaNI) restriction enzyme at 37°C overnight, and then analyzed by electrophoresis in 2.0% agarose gel stained with ethidium bromide. The digested PCR products generated fragments as follows: homozygous wild (GG), 3 bands consisting of 140 bp and 58 bp; heterozygous genotype (GC), 198 bp, 140 bp and 58 bp; and homozygous mutant genotype (CC), one 198-bp band.

Statistical Analysis
--------------------

The differences in the distribution of genotypes and alleles among the AIS patients and control subjects were evaluated with the Chi-squared (χ ^2^ ) test. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was computed with the goodness-of-fit χ ^2^ test in our control group. All statistical analysis was estimated using the International Business Machines Statistical Package for the Social Sciences (IBM SPSS, IBM Corp., Armonk, NY, US) software, version 20.0. Values of *p*  \< 0.05 were two-tailed, and were considered suggestive of association.

Meta-Analysis
-------------

### Search Strategy

To identify all publications that evaluated the association of the IL-6 -174G \> C (rs1800795) polymorphism with AIS, we performed a comprehensive electronic search in the PubMed, EMBASE, China National Knowledge Infrastructure (CNKI) and other Chinese Biomedicine databases up to June 15, 2018. The combination of the following MeSH terms and keywords was used: ( *adolescent idiopathic scoliosis* OR *scoliosis* OR *AIS* ) AND ( *interleukin-6* OR *IL-6* OR *-174G*   *\>*   *C* OR *rs1800795* ) AND ( *SNPs* OR *polymorphism* OR *genotype* OR *allele* OR *variation* ). The search was limited to published studies in humans. In addition, the reference lists of the eligible case-control studies and related reviews were manually searched to found more potential sources.

### Inclusion Criteria

The following inclusion criteria were used to select articles for the meta-analysis: 1) case-control or cohort studies; 2) studies evaluating the association of the IL-6 -174 G \> C polymorphism with AIS; 3) studies with sufficient data to examine an odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (95%CI). Additionally, the following exclusion criteria were used: 1) studies that were not case-control or cohort studies; 2) studies with cases only or no controls; 3) studies with insufficient data reported; 4) abstracts, comments, case reports, letters, reviews, meta-analysis; and (5) duplicates of previous publications.

Data Extraction
---------------

Two authors carefully extracted data from all eligible studies independently according to the aforementioned inclusion criteria. Disagreements were resolved by discussion between the two investigators, or a third investigator was consulted to resolve the dispute, and a final decision was made by the majority of votes. For each included study, the following information was collected: first author, year of publication, country, ethnicity, number of cases and controls, genotyping methods, and evidence of HWE.

Statistical Analysis
--------------------

The strength of the association of the IL-6 -174 G \> C polymorphism with AIS was assessed using ORs with the corresponding 95%CIs. The significance of the pooled ORs was assessed by the Z test, in which values of *p*  \< 0.05 were considered significant. The risks (ORs) of developing AIS associated with the IL-6 -174 G \> C polymorphism were estimated for each study under five genetic models: the allelic (C versus G), the homozygous (CC versus GG), the heterozygous (CC versus GC), the dominant (CC + GC versus GG), and the recessive models (CC versus GG + GC). The Q-statistic and the I ^2^ statistic were used to assess the heterogeneity among studies. In addition, we used the I ^2^ statics to quantify the heterogeneity among the studies, which ranges from 0% to 100% and represents the proportion of variability among the studies that is attributable to heterogeneity rather than chance. Values of *p*  \< 0.05 on the Q-statistic indicated the presence of heterogeneity among the studies, so the pooled OR estimate of each study was calculated using the random-effects model (the DerSimonian and Laird method). Otherwise, the fixed-effects model (the Mantel--Haenszel method) was used. For each study, we examined whether the genotype distribution in the control groups was in agreement with the HWE using the χ ^2^ test. One-way sensitivity analysis, by which a single study in the meta-analysis was omitted each time to reflect the influence of the individual dataset for the pooled OR, was performed to assess the stability of the results. To detect the presence of potential publication bias, visual inspection of Begg funnel plot symmetry and Egger linear regression were used. All statistical tests were performed using the Comprehensive Meta-Analysis (CMA, Biostat, Englewood, NJ, US) software, version 2.0. All *p-* values in the meta-analysis were two-sided, and values \< 0.05 were considered significant.

Results
=======

Case-Control Study
------------------

[Table 1](#TB180384en-1){ref-type="table"} presents the allele and genotype frequency distribution of the IL-6 -174G \> C polymorphism in AIS cases and control subjects. The IL-6 -174G \> C polymorphism genotype distributions in the control group was within the HWE ( *p*  = 0.818). The frequencies of the IL-6 -174G \> C polymorphism genotypes (GG, GC and CC) were of 92.50%, 6.25% and 1.25% for AIS patients, and of 95.0%, 5.0% and 0.0% for the control subjects respectively. We failed to find a statistically significant association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS in the present study.

###### Distribution of genotype and allele frequencies in AIS cases and controls

                                      Cases ( *n*  = 80)   Controls ( *n*  = 80)   OR (95%CI)             *p* -value
  ----------------------------------- -------------------- ----------------------- ---------------------- ------------
  **IL-6 -174 G**   **\>**   **C**                                                                        
  **Genotypes**                                                                                           
  **GG**                              74 (92.50)           76 (95.0)               Reference              
  **CG**                              5 (6.25)             4 (5.0)                 1.267(0.327--4.900)    0.732
  **CC**                              1 (1.25)             0 (0.00)                3.038(0.122--75.693)   0.498
  **Allele**                                                                                              
  **G**                               153 (95.62)          156 (97.50)             Reference              
  **C**                               7 (4.38)             4 (2.50)                1.784(0.512--6.219)    0.363
  **Genetic models**                                                                                      
  **Dominant (CC + CG versus GG)**                                                 1.541(0.418--5.681)    0.516
  **Recessive (CC versus CG + GG)**                                                3.038(0.122--75.693)   0.498

Abbreviations: 95%CI, 95% confidence interval; AIS, adolescent idiopathic scoliosis; OR, odds ratio.

Meta-Analysis
-------------

### Eligible Studies

A flowchart describing the study selection process is presented in [Fig. 1](#FI180384en-1){ref-type="fig"} . Following the deletion of duplicate and irrelevant articles, a total of 10 case-control studies [@JR180384-14] [@JR180384-16] [@JR180384-17] [@JR180384-18] [@JR180384-19] [@JR180384-20] [@JR180384-21] [@JR180384-22] [@JR180384-23] including 1,695 AIS cases and 2,097 controls were selected for the meta-analysis. The characteristics of the eligible studies are presented in [Table 2](#TB180384en-2){ref-type="table"} . Of the 10 case-control studies, 6 [@JR180384-16] [@JR180384-17] [@JR180384-21] [@JR180384-22] [@JR180384-23] were conducted among Asian populations (1,331 AIS cases and 1,324 controls) and 4 [@JR180384-14] [@JR180384-18] [@JR180384-19] [@JR180384-20] were performed with Caucasian populations (364 AIS cases and 773 controls). In total, three genotyping techniques were used in the included studies: PCR-RFLP, TaqMan and direct sequencing (DS). All of the studies indicated that the distribution of genotypes in the controls was consistent with the HWE, except for two studies ( [Table 2](#TB180384en-2){ref-type="table"} ).

![Flowchart describing the selection of individual studies for the meta-analysis.](10-1055-s-0039-1700813-i180384en-1){#FI180384en-1}

###### Characteristics of the studies included in the meta-analysis

  Autor/Ano                                      Author (year)                                  Country (ethnicity)    Genotyping technique   Case/Control   Cases   Controls   MAFs   HWE                                             
  ---------------------------------------------- ---------------------------------------------- ---------------------- ---------------------- -------------- ------- ---------- ------ ----- ----- ----- ---- ---- ----- ----- ------- -------
  **Aulisa et al** [@JR180384-14] **(2007)**     **Aulisa et al** [@JR180384-14] **(2007)**     Italy (Caucasian)      PCR-RFLP               53/206         28      22         3      78    28    54    90   62   198   214   0.519   0.073
  **Lee et al** [@JR180384-16] **(2010)**        **Lee et al** [@JR180384-16] **(2010)**        Korea (Asian)          TaqMan                 198/120        197     1          0      395   1     119   1    0    239   1     0.004   0.963
  **Liu et al** [@JR180384-17] **(2010)**        **Liu et al** [@JR180384-17] **(2010)**        China (Asian)          PCR-RFLP               487/494        487     0          0      974   0     494   0    0    988   0     0.000   NA
  **Mórocz et al** [@JR180384-18] **(2011)**     **Mórocz et al** [@JR180384-18] **(2011)**     Hungary (Caucasian)    PCR-RFLP               126/197        34      67         25     135   117   64    97   36   225   169   0.428   0.943
  **Nikolova et al** [@JR180384-19] **(2015)**   **Nikolova et al** [@JR180384-19] **(2015)**   Bulgaria (Caucasian)   PCR-RFLP               80/160         42      29         9      113   47    56    62   42   174   146   0.456   0.005
  **Nikolova et al** [@JR180384-20] **(2016)**   **Nikolova et al** [@JR180384-20] **(2016)**   Bulgaria (Caucasian)   PCR-RFLP               105/210        54      40         11     148   62    63    94   53   220   200   0.476   0.136
  **Sui et al** [@JR180384-21] **(2017)**        **Sui et al** [@JR180384-21] **(2017)**        China (Asian)          PCR-RFLP               200/200        195     5          0      395   5     196   4    0    396   4     0.010   0.886
  **Lee et al** [@JR180384-22] **(2018)**        **Lee et al** [@JR180384-22] **(2018)**        China (Asian)          DS                     184/220        183     1          0      367   1     218   2    0    438   2     0.004   0.946
  **Gao et al** [@JR180384-23] **(2018)**        **Gao et al** [@JR180384-23] **(2018)**        China (Asian)          PCR-RFLP               182/210        128     44         10     298   64    136   60   14   332   88    0.209   0.046
  **P**                                          **Present study**                              Iran (Asian)           PCR-RFLP               80/80          74      5          1      153   7     76    4    0    156   4     0.025   0.818

Abbreviations: DS, direct sequencing; HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; MAFs, minor allele frequencies; NA, not available; PCR-RFLP, polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism.

### Quantitative Synthesis of Data

[Table 3](#TB180384en-3){ref-type="table"} summarizes the main results of the IL-6 -174G \> C polymorphism meta-analysis and of the heterogeneity test. The pooled data suggested a significant association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the susceptibility to develop AIS under 4 genetic models: the allelic (C versus G: OR = 0.671; 95%CI: 0.457--0.985; *p*  = 0.042; [Fig. 2A](#FI180384en-2){ref-type="fig"} ), the heterozygous (CG versus GG: OR = 0.734; 95%CI: 0.554--0.973; *p*  = 0.032), the dominant (CC + CG versus GG: OR = 0.660; 95%CI: 0.440--0.990; *p*  = 0.044; [Fig. 2B](#FI180384en-2){ref-type="fig"} ) and the recessive models (CC versus CG + GG: OR = 0.506; 95%CI: 0.264--0.970; *p*  = 0.040).

###### Results of the association of the IL-6 -174 G \> C polymorphism with the risk of developing AIS

  Subgroup              Genetic model       Type of model   Heterogeneity (H)   Odds Ratio   Publication Bias                                           
  --------------------- ------------------- --------------- ------------------- ------------ ------------------ -------------- -------- ------- ------- -------
  **Overall**           C versus G          Random          73.65               ≤ 0.001      0.671              0.457--0.985   −2.035   0.042   0.754   0.909
                        CC versus GG        Random          77.57               ≤ 0.001      0.439              0.439--0.192   −1.951   0.051   1.000   0.792
                        CG versus GG        Fixed           22.24               0.245        0.734              0.554--0.973   −2.150   0.032   0.754   0.834
                        CC + CG versus GG   Random          61.46               0.008        0.660              0.440--0.990   −2.010   0.044   1.000   0.786
                        CC versus CG + GG   Random          67.97               0.008        0.506              0.264--0.970   −2.052   0.040   1.000   0.727
  **By ethnicity**                                                                                                                                      
  **Asian**             C versus G          Fixed           0.00                0.816        0.865              0.624--1.201   −0.866   0.386   1.000   0.552
                        CC versus GG        Fixed           0.00                0.409        0.831              0.366--1.885   −0.443   0.658   NA      NA
                        CG versus GG        Fixed           0.00                0.915        0.840              0.562--1.256   −0.851   0.395   0.806   0.642
                        CC + CG versus GG   Fixed           0.00                0.873        0.845              0.578--1.234   −0.872   0.383   1.000   0.571
                        CC versus CG + GG   Fixed           0.00                0.437        0.885              0.394--1.989   −0.296   0.767   NA      NA
  **Caucasian**         C versus G          Random          88.10               ≤0.001       0.552              0.318--0.959   −2.110   0.035   0.308   0.173
                        CC versus GG        Random          84.71               ≤0.001       0.329              0.114--0.951   −2.053   0.040   0.308   0.204
                        CG versus GG        Random          65.43               0.034        0.670              0.413--1.086   −1.626   0.104   1.000   0.519
                        CC + CG versus GG   Random          81.71               0.001        0.541              0.290--1.008   −1.935   0.053   0.734   0.490
                        CC versus CG + GG   Random          77.97               0.003        0.408              0.180--0.925   −2.146   0.032   0.308   0.114
  **Asian (Chinese)**   C versus G          Fixed           0.00                0.790        0.824              0.585--1.160   −1.109   0.267   1.000   0.799
                        CC versus GG        Fixed           0.00                1.000        0.759              0.325--1.770   −0.639   0.523   NA      NA
                        CG versus GG        Fixed           0.00                0.775        0.811              0.530--1.243   −0.961   0.337   1.000   0.797
                        CC + CG versus GG   Fixed           0.00                0.771        0.804              0.539--1.199   −1.069   0.285   1.000   0.780
                        CC versus CG + GG   Fixed           0.00                1.000        0.814              0.352--1.880   −0.482   0.630   NA      NA

Abbreviations: 95%CI, 95% confidence interval; AIS, adolescent idiopathic scoliosis; NA, not available; OR, odds ratio.
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[Table 3](#TB180384en-3){ref-type="table"} also lists the results of the stratified analyses by ethnicity, in which a significant association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS was found among Caucasians in 3 genetic models: the allelic (C versus G: OR = 0.552; 95%CI: 0.318--0.959; *p*  = 0.035), the homozygous (CC versus GG: OR = 0.329; 95%CI: 0.114--0.951; *p*  = 0.040), and the recessive models (CC versus CG + GG: OR = 0.408, 95%CI: 0.180--0.925; *p*  = 0.032); this association was not found among Asian populations. In addition, we performed a pooled analysis in the Chinese population, but the results showed that there was no statistically significant association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS in that population ( [Table 2](#TB180384en-2){ref-type="table"} ).

### Heterogeneity Test

[Table 3](#TB180384en-3){ref-type="table"} summarizes the main result of the heterogeneity (H) among studies. A significant heterogeneity was detected under 4 genetic models: the allelic (C versus G: I ^2^  = 73.65; *p* ~H~ ≤ 0.001), the heterozygous (CG versus GG: I ^2^  = 77.57; *p* ~H~ ≤ 0.001), the dominant (CC + CG versus GG: I ^2^  = 61.46; *p* ~H ~ = 0.008) and the recessive models (CC versus CG + GG: I ^2^  = 67.97; *p* ~H ~ = 0.008). Hence, we explored the possible sources of heterogeneity by stratified analysis by ethnicity. The results showed that studies in Asian populations were a source of substantial heterogeneity. Additionally, removing those studies that deviated from the HWE did not significantly change the substantial heterogeneity among the studies (data not shown), which indicated that the models were robust.

Sensitivity Analysis
--------------------

A sensitivity analysis was performed to explore the impact of an individual study on the pooled ORs. The results revealed that no individual study significantly affected the pooled OR, indicating that our results were statistically robust. However, after excluding the two case-control studies that were not in agreement with the HWE, making the sample a poor representation, the corresponding pooled ORs were materially altered under all genetic models: the allelic (C versus G: OR = 0.713; 95%CI: 0.400--1.271; *p*  = 0.251), the heterozygous (CG versus GG: OR = 0.745; 95%CI: 0.553--1.005; *p*  = 0.054), the dominant (CC + CG versus GG: OR = 0.701; 95%CI: 0.377--1.302; *p*  = 0.261) and the recessive models (CC versus CG + GG: OR = 0.490; 95%CI: 0.170--1.409; *p*  = 0.186).

Publication Bias
----------------

A Begg funnel plot and the Egger test were performed to assess the publication bias of the included studies. The shapes of the funnel plots did not reveal any evidence of obvious asymmetry under all genetic models: the allelic (C versus G: *p* ~Begg~  = 0.754 and *p* ~Egger~  = 0.909; [Fig. 3A](#FI180384en-3){ref-type="fig"} ), the homozygous (CC versus GG: *p* ~Begg~  = 1.000 and *p* ~Egger~  = 0.792), the heterozygous (CG versus GG: *p* ~Begg~  = 0.754 and *p* ~Egger~  = 0.834), the dominant (CC + CG versus GG: *p* ~Begg~  = 1.000 and *p* ~Egger~  = 0.786; [Fig. 3B](#FI180384en-3){ref-type="fig"} ) and the recessive models (CC versus CG + GG: *p* ~Begg~  = 1.000 and *p* ~Egger~  = 0.727). The Egger test did not show any significantly statistical evidence of publication bias, which indicated a low risk of it in the present meta-analysis.

![Funnel plot for the detection of publication bias regarding the association of the IL-6 -174 G \> C polymorphism with the risk of developing AIS. ( **A** ) Allele model (C versus G); ( **B** ) dominant model (CC + CG versus GG). A random-effects model was used.](10-1055-s-0039-1700813-i180384en-3){#FI180384en-3}

Minor Allele Frequency
----------------------

The minor allele frequency (MAF) of the IL-6 -174G \> C polymorphism in the healthy controls in Asians and Caucasians are presented in [Table 2](#TB180384en-2){ref-type="table"} . The geographical frequencies of the IL-6 -174C allele were of 10.45% (0.00--20.9%) in Asians and of 47.35% (42.80--51.90%) in Caucasians respectively ( [Table 2](#TB180384en-2){ref-type="table"} ).

Discussion
==========

Genetic and epigenetics factors are believed to play an important role in the etiology of AIS. [@JR180384-2] [@JR180384-24] However, the relationship between environmental risk factors and AIS may be highly complicated, and extensive research is required to ascertain how exactly do the environmental factors impact the individual susceptibility to develop AIS. [@JR180384-1] [@JR180384-2]

Several association studies have investigated the association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS. After pooling the data from 10 eligible studies with 1,695 cases and 2,097 controls, we found that the association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS is statistically significant in the overall population. Further stratified analyses by ethnicity demonstrated a significant association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS among Caucasians, but not among Asians. The inconsistent outcome among Asians on the subgroup analysis with overall ORs might be due to genetic diversity in different ethnicities. The results of the present meta-analysis were inconsistent with those of the previous meta-analysis by Zhao et al [@JR180384-15] , which was based on five case-control studies with 944 cases and 1,177 controls. In 2016, Zhao et al [@JR180384-15] performed a meta-analysis to evaluate the association between the IL-6 -174G \> C polymorphism and the risk of developing AIS. Their results suggested that the IL-6 -174G \> C polymorphism does not have significant influence on the individual susceptibility to develop AIS. [@JR180384-15] However, their meta-analysis had a smaller sample, and failed to confirm a significant association. Therefore, our meta-analysis with a larger sample provided a precise result regarding the association of the IL-6 -174G \> C polymorphism with the risk of developing AIS.

Heterogeneity is a potential problem that should be addressed, for it might affect the results of a meta-analysis. [@JR180384-25] [@JR180384-26] The significant heterogeneity among studies could be attributable to differences in several factors, such as differences in ethnicity, sample sizes, genotyping techniques, and diversity in design and performance of the studies. [@JR180384-27] [@JR180384-28] [@JR180384-29] [@JR180384-30] However, in spite of the small number of studies included in present meta-analysis, a relatively large heterogeneity was observed under four genetic models in the overall population. Thus, we conducted a subgroup analysis by ethnicity to explore the sources of heterogeneity. However, after stratifying by ethnicity, no significant heterogeneity was observed among the Asian population, but there still was heterogeneity among the Caucasian population. Therefore, we can be presumed that the relatively large heterogeneity mainly results from different ethnic backgrounds.

The present meta-analysis has several limitations. First, given that only studies published in English and Chinese were included, there may be publication bias, although our results showed no significance. Second, because the included studies were conducted among Asians and Caucasians, the results must be interpreted carefully. Further studies concerning populations from other areas, such as Africa and North America, are required to diminish the biases produced by ethnic variation. Third, the present analyses were based on unadjusted estimates because most studies did not provide adjusted data. More precise analyses including individual data, lifestyle factors, and environmental factors, should be conducted if possible. Finally, genetics, the environment, and the exposome are believed to play an important role in the pathophysiology of AIS, but the current meta-analysis could not assess the gene-gene and gene-environment interactions due to the limited information provided by the included studies.

In summary, the results of the meta-analysis, which are inconsistent with those of the previous meta-analysis by Zhao et al [@JR180384-15] , indicate that the IL-6 -174G \> C polymorphism is associated with the risk of developing AIS, especially among Caucasians. In addition, our case-control study indicated that the IL-6 -174G \> C polymorphism was not associated with the risk of developing AIS among the Iranian population.

**Conflito de Interesses** Os autores declaram não haver conflito de interesses.

Associação do polimorfismo IL-6 -174G \> C (rs1800795) com escoliose idiopática da adolescência: Evidências de um estudo de caso-controle e metanálise

Estudos epidemiológicos recentes identificaram que o polimorfismo -174G \> C (rs1800795) na região promotora do gene interleucina-6 ( *IL-6* ) está associado ao risco de desenvolver escoliose idiopática da adolescência (EIA), mas apresentaram resultados inconsistentes e controversos. Assim, realizamos um estudo de caso-controle e metanálise para obter uma estimativa mais precisa da relação entre o polimorfismo IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA. Um total de 80 pacientes com EIA e 80 controles saudáveis pareados foram genotipados usando o ensaio de reação em cadeia de polimerase de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição (RCP-PCFR). Além disso, todos os estudos elegíveis publicados até junho de 2018 foram identificados por meio de uma pesquisa nas bases de dados PubMed, EMBASE, Google Scholar e China National Knowledge Infrastructure (CNKI). Calculamos as razões de probabilidades (RPs) e os intervalos de confiança de 95% (ICs95%) para avaliar a associação. Um total de 10 estudos elegíveis compreendendo 1.695 casos de EIA e 2.097 controles saudáveis foram incluídos na metanálise. Os dados agrupados sugeriram uma associação significativa entre o polimorfismo IL-6 -174G \> C e a suscetibilidade a desenvolver EIA que foi demonstrada em quatro modelos genéticos, ou seja, alélico (C *versus* G; RP = 0,671; IC95%: 0,457--0,985; *p*  = 0,042), heterozigótico (GC *versus* GG; RP = 0,734; IC95%: 0,554--0,973; *p*  = 0,032), dominante (CC + GC *versus* GG; RP = 0,660; IC95%: 0,440--0,990; *p*  = 0,044) e recessivo (CC *versus* CG + GG; RP = 0,506; IC95%: 0,264--0,970; *p*  = 0,040). A análise de estratificação por etnia revelou um aumento do risco de desenvolver EIA em caucasianos, mas não em asiáticos. Esta metanálise, que é inconsistente com relação à metanálise anterior, sugere que o polimorfismo IL-6 -174G \> C pode aumentar a suscetibilidade individual para desenvolver EIA, especialmente em caucasianos, e pode servir como um biomarcador para prever a população com alto risco de desenvolver EIA.

escoliose idiopática

interleucina-6

polimorfismo

associação

metanálise

Introdução
==========

A escoliose idiopática (EI) é o tipo mais comum de deformidade musculoesquelética, e afeta ∼ 3% das crianças e adolescentes. [@JR180384-1] [@JR180384-2] Escoliose refere-se a desvio da coluna vertebral superior a 10 graus no plano coronal, que é mais frequentemente descoberto por meio de programas de triagem escolar ou pelos pais. [@JR180384-1] [@JR180384-3] A progressão da EI ocorre em três dimensões, com a coluna curvando-se simultaneamente em direção aos braços, e uma progressão de ∼ 10% para uma curva moderada ou grave. [@JR180384-4] [@JR180384-5] Existe uma alta variabilidade na manifestação clínica e no fenótipo de EI: ela pode surgir nas formas infantil (0--3 anos) e juvenil (4-9 anos), embora a maioria dos casos ocorra na população adolescente (≥ 10 anos) de crianças saudáveis no geral, com início entre (ou próximo) a puberdade e a maturidade esquelética. [@JR180384-6] [@JR180384-7] [@JR180384-8]

A escoliose idiopática da adolescência (EIA) é prevalente em 1% a 3% dos adolescentes de 10 a 16 anos. [@JR180384-6] O padrão de herança da EIA não é claro, porque muitos fatores, incluindo fatores genéticos, ambientais, o expossoma e suas interações combinadas, estão envolvidos. [@JR180384-2] [@JR180384-8] Estudos de associação genética de EIA que foram realizados nos últimos anos, particularmente estudos de ligação, estudos de associação genômica ampla (EAGA) e estudos epigenéticos, identificaram vários *loci* gênicos, como *LBX1* , *GPR126 SR1* , *ESR2* , *MATN1* , *POC5* , *IGF1* e *VDR* , associados à suscetibilidade a desenvolver EIA. [@JR180384-2] [@JR180384-9] [@JR180384-10] [@JR180384-11] Eles demonstraram que alguns desses *loci* provavelmente contribuem para a suscetibilidade a desenvolver EIA, enquanto outros podem desempenhar um papel crítico na determinação da gravidade da curvatura da coluna vertebral e/ou para determinar se a curva é estável ou progressiva. [@JR180384-9]

A interleucina-6 ( *IL-6* ) é uma citocina pró-inflamatória e uma miocina anti-inflamatória que é rápida e transitoriamente produzida em reações a respostas imunes, reações inflamatórias e hematopoiese. [@JR180384-12] O gene humano *IL-6* está localizado no cromossomo 7p21--24 com um promotor a montante contendo 303 bp, consistindo em 5 éxons e com um comprimento de 5 kb. [@JR180384-13] [@JR180384-14] [@JR180384-15] Recentemente, o polimorfismo do -174G \> C (rs1800795) na região promotora do *IL-6* tem sido investigado na patogênese da EIA, mas os resultados são controversos, o que pode ser devido ao pequeno tamanho das amostras e diferenças étnicas. Portanto, realizamos um estudo de caso-controle em pacientes Iianianos com EIA, e uma meta-análise para estimar melhor o risco geral de desenvolver EIA causado pelo polimorfismo do IL-6 -174G \> C.

Materiais e Métodos
===================

Estudo de Caso-Controle
=======================

População do Estudo
===================

Todos os sujeitos forneceram consentimento livre e esclarecido antes do início do estudo, que foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Clínica do nosso instituto. No total, 80 pacientes consecutivos com EIA, que visitaram 7 clínicas ortopédicas em 6 cidades entre abril de 2014 e setembro de 2017, foram recrutados retrospectivamente para o presente estudo. Todos os pacientes foram submetidos a exames radiológicos usando radiografias posteroanteriores (PAs) em pé. Um total de 80 indivíduos saudáveis, pareados como grupo de controle, foram selecionados aleatoriamente a partir da população geral depois de confirmada a ausência de qualquer evidência de escoliose, curvatura da coluna vertebral, ou outras condições ortopédicas de acordo com critérios radiográficos.

Genotipagem
===========

Para a análise de genótipo, amostras de sangue periférico de todos os pacientes e controles foram coletadas, e o DNA genômico de cada amostra foi obtido usando um kit comercial (Cinnagen, Tehran, Iran). O polimorfismo do IL-6 -174G \> C (rs1800795) foi genotipado usando a técnica de reação em cadeia de polimerase de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição (RCP-PCFR). Para investigar o polimorfismo do IL-6 -174G \> C (rs1800795), usamos os *primers 5′-TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT-3′* e *reverso 5′-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-3′* . Os produtos da RCP foram digeridos com enzima de restrição *Streptococcus faecalis* ND547 (SfaNI) a 37°C até o dia seguinte, e depois, analisados por eletroforese em gel de agarose tingido a 2,0% com brometo de etídio. O produto digerido da RCP gerou os seguintes fragmentos: homozigoto tipo selvagem (GG), três fitas constituídas por 140 bp e 58 bp; genótipo heterozigoto (GC), 198 bp, 140 bp e 58 bp; e genótipo mutante homozigoto (CC), uma fita de 198 bp.

Análise Estatística
===================

As diferenças na distribuição de genótipos e alelos para pacientes com EIA e indivíduos controle foram avaliadas com o teste do Qui-quadrado (χ ^2^ ). O equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi computado com o teste qualidade de ajuste χ ^2^ em nosso grupo de controle. Todas as análises estatísticas foram feitas usando o programa International Business Machines Statistical Package for the Social Sciences (IBM SPSS, IBM Corp., Armonk, NY, EUA), versão 20.0. Valores de *p*  \< 0,05 foram bicaudais, e foram considerados sugestivos de associação.

Metanálise
==========

Estratégia de Pesquisa
======================

Para identificar todas as publicações que avaliaram a associação do polimorfismo IL-6 -174G \> C (rs1800795) com a EIA, realizamos uma pesquisa eletrônica abrangente nos bancos de dados PubMed, EMBASE, China National Knowledge Infrastructure (CNKI) e outras bases de dados chinesas de biomedicina até 15 de junho de 2018. Foi usada uma combinação dos seguintes termos do sistema de metadados Medical Subject Headings (MeSH) e palavras-chave: ( *adolescent idiopathic scoliosis* OU *scoliosis* \' OU *AIS* ) E ( *interleukin-6* OU *IL-6* OU *-174G*   *\>*   *C* OU *rs1800795* ) E ( *SNPs* OU *polymorphism* OU *genotype* OU *allele* OU *variation* ). A pesquisa foi limitada aos estudos em humanos publicados. Além disso, a lista de referências de estudos de caso-controle elegíveis e as revisões relacionadas foram pesquisadas manualmente para encontrar mais fontes em potencial.

Critérios de Inclusão
=====================

Os seguintes critérios de inclusão foram utilizados para selecionar a literatura para a metanálise: 1) estudos de caso-controle ou coorte; 2) estudos que avaliavam a associação do polimorfismo do IL-6 -174 G \> C com a EIA; 3) estudos com dados suficientes para examinar uma razão de probabilidades (RP) com um intervalo de confiança de 95% (IC95%). Além disso, também foram utilizados os seguintes critérios de exclusão: 1) estudos que não eram de caso-controle ou de coorte; 2) estudos apenas com casos, sem controles; 3) estudos sem dados suficientes relatados; 4) resumos, comentários, relatos de casos, cartas, revisões, metanálises; e 5) duplicatas de publicações anteriores.

Extração de Dados
=================

Dois autores extraíram, cuidadosa e independentemente, os dados de todos os estudos elegíveis de acordo com os critérios de inclusão listados anteriormente. As discordâncias foram resolvidas por meio de discussão entre os dois investigadores, ou um terceiro investigador foi consultado para resolver a disputa, e uma decisão final foi tomada por maioria dos votos. Para cada estudo incluído, foram coletadas as seguintes informações: primeiro autor, ano de publicação, país, etnia, número de casos e controles, métodos de genotipagem e evidência de EHW.

Análise Estatística
===================

A força da associação do polimorfismo do IL-6 -174 G \> C com a EIA foi avaliada usando a RP com o correspondente IC95%. A significância das RPs agrupadas foi testada pelo teste Z, no qual *p*  \< 0,05 foi considerado significativo. Os riscos (RPs) de desenvolver EIA associados ao polimorfismo do IL-6 -174 G \> C foram estimados para cada estudo por cinco modelos genéticos: o modelo alélico (C versus G), o modelo homozigótico (CC versus GG), o modelo heterozigótico (CC versus GC), o modelo dominante (CC + GC versus GG), e o modelo recessivo (CC versus GG + GC). As estatísticas Q e I ^2^ foram utilizadas para avaliar a heterogeneidade do estudo na metanálise. Além disso, usamos a estatística I ^2^ para quantificar a heterogeneidade entre os estudos, que varia de 0% a 100%, e representa a proporção da variabilidade entre os estudos atribuível à heterogeneidade, em vez de ao acaso. Um valor de *p* menor do que 0,05 para a estatística Q indicou presença de heterogeneidade entre os estudos, de forma que a estimativa da RP agrupada de cada estudo foi calculada pelo modelo de efeitos aleatórios (o método de DerSimonian e Laird). Caso contrário, o modelo de efeitos fixos (o método de Mantel--Haenszel) foi usado. Para cada estudo, examinamos se a distribuição de genótipos nos grupos controle estava de acordo com o EHW usando o teste χ ^2^ . A análise de sensibilidade unidirecional, pela qual um único estudo da metanálise foi omitido por vez para refletir a influência do conjunto de dados individuais para a RP agrupada, foi realizada para avaliar a estabilidade dos resultados. Para detectar a presença de possível viés de publicação, foram usados a inspeção visual de Begg da simetria do gráfico de funil e o teste de regressão linear de Egger. Todos os testes estatísticos foram realizados utilizando o programa Comprehensive Meta-Analysis (CMA, Biostat, Englewood, NJ, EUA), versão 2.0. Todos os valores de *p* na metanálise foram bilaterais, e valores menores do que 0,05 foram considerados significantivos.

Resultados
==========

Estudo de Caso-Controle
=======================

A [Tabela 1](#TB180384pt-1){ref-type="table"} apresenta a distribuição de frequências de alelos e genótipos do polimorfismo do IL-6 -174G \> C em casos de EIA e em indivíduos do grupo de controle. As distribuições do genótipo do polimorfismo do IL-6 -174G \> C no grupo de controle estavam dentro do EHW ( *p*  = 0,818). As frequências do genótipo do polimorfismo (GG, GC e CC) do IL-6 -174G \> C foram 92,50%, 6,25% e 1,25% para pacientes com EIA, e de 95,0%, 5,0% e 0,0% para os indivíduos do grupo de controle, respectivamente. No presente estudo, não conseguimos encontrar associação estatisticamente significantiva entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA.

###### Distribuições de frequências de genótipos e alelos em casos de EIA e controles

  ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
                                     Casos ( *n*  = 80)   Controles ( *n*  = 80)   RP (IC95%)             Valor de *p*
  ---------------------------------- -------------------- ------------------------ ---------------------- --------------
  **IL-6 -174 G**   **\>**   **C**                                                                        

  **Genótipos**                                                                                           

  **GG**                             74 (92,50)           76 (95,0)                Referência             

  **CG**                             5 (6,25)             4 (5,0)                  1,267(0,327--4,900)    0,732

  **CC**                             1 (1,25)             0 (0,00)                 3,038(0,122--75,693)   0,498

  **Alelo**                                                                                               

  **G**                              153 (95,62)          156 (97,50)              Referência             

  **C**                              7 (4,38)             4 (2,50)                 1,784(0,512--6,219)    0,363

  **Modelos genéticos**                                                                                   

  **Dominante**\                                                                   1,541(0,418--5,681)    0,516
  **(CC + CG versus GG)**                                                                                 

  **Recessivo**\                                                                   3,038(0,122--75,693)   0,498
  **(CC versus CG + GG)**                                                                                 
  ----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Abreviaturas: IC95%, intervalo de confiança de 95%; EIA, escoliose idiopática da adolescência; RP, razão de probabilidades.

Metanálises
===========

Estudos Elegíveis
=================

Um fluxograma descrevendo o processo de seleção do estudo é apresentado na [Fig. 1](#FI180384pt-1){ref-type="fig"} . Após a exclusão de artigos duplicados e irrelevantes, um total de 10 estudos de caso-controle, [@JR180384-14] [@JR180384-16] [@JR180384-17] [@JR180384-18] [@JR180384-19] [@JR180384-20] [@JR180384-21] [@JR180384-22] [@JR180384-23] incluindo 1.695 casos de EIA e 2.097 controles, foram selecionados para a metanálise. As características dos estudos elegíveis são apresentadas na [Tabela 2](#TB180384pt-2){ref-type="table"} . Dos 10 estudos, 6 [@JR180384-16] [@JR180384-17] [@JR180384-21] [@JR180384-22] [@JR180384-23] foram realizados em populações asiáticas (1.331 casos de EIA e 1.324 controles), e 4 [@JR180384-14] [@JR180384-18] [@JR180384-19] [@JR180384-20] foram realizados em populações caucasianas (364 casos de EIA e 773 controles). Três técnicas de genotipagem foram aplicadas nos estudos de caso-controle incluídos: RCP-PCFR, TaqMan e sequenciamento direto (SD). Todos os estudos indicaram que a distribuição de genótipos entre os controles era consistente com o EHW, a não ser por dois estudos ( [Tabela 2](#TB180384pt-2){ref-type="table"} ).

![Fluxograma da seleção de estudos individuais para a metanálise.](10-1055-s-0039-1700813-i180384pt-1){#FI180384pt-1}

###### Características dos estudos incluídos na metanálise

  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
  Autor/Ano                                      Autor (ano)                                    País\                   Técnica de genotipagem   Casos/\     Casos   Controles   MFAs   EHW                                             
                                                                                                (Etnia)                                          Controles                                                                              
  ---------------------------------------------- ---------------------------------------------- ----------------------- ------------------------ ----------- ------- ----------- ------ ----- ----- ----- ---- ---- ----- ----- ------- -------
  **Aulisa et al** [@JR180384-14] **(2007)**     **Aulisa et al** [@JR180384-14] **(2007)**     Itália (caucasiana)     RCP-PCFR                 53/206      28      22          3      78    28    54    90   62   198   214   0,519   0,073

  **Lee et al** [@JR180384-16] **(2010)**        **Lee et al** [@JR180384-16] **(2010)**        Coreia\                 TaqMan                   198/120     197     1           0      395   1     119   1    0    239   1     0,004   0,963
                                                                                                (asiática)                                                                                                                              

  **Liu et al** [@JR180384-17] **(2010)**        **Liu et al** [@JR180384-17] **(2010)**        China (asiática)        RCP-PCFR                 487/494     487     0           0      974   0     494   0    0    988   0     0,000   ND

  **Mórocz et al** [@JR180384-18] **(2011)**     **Mórocz et al** [@JR180384-18] **(2011)**     Hungria (caucasiana)    RCP-PCFR                 126/197     34      67          25     135   117   64    97   36   225   169   0,428   0,943

  **Nikolova et al** [@JR180384-19] **(2015)**   **Nikolova et al** [@JR180384-19] **(2015)**   Bulgária (caucasiana)   RCP-PCFR                 80/160      42      29          9      113   47    56    62   42   174   146   0,456   0,005

  **Nikolova et al** [@JR180384-20] **(2016)**   **Nikolova et al** [@JR180384-20] **(2016)**   Bulgária (caucasiana)   RCP-PCFR                 105/210     54      40          11     148   62    63    94   53   220   200   0,476   0,136

  **Sui et al** [@JR180384-21] **(2017)**        **Sui et al** [@JR180384-21] **(2017)**        China (asiática)        RCP-PCFR                 200/200     195     5           0      395   5     196   4    0    396   4     0,010   0,886

  **Lee et al** [@JR180384-22] **(2018)**        **Lee et al** [@JR180384-22] **(2018)**        China (asiática)        SD                       184/220     183     1           0      367   1     218   2    0    438   2     0,004   0,946

  **Gao et al** [@JR180384-23] **(2018)**        **Gao et al** [@JR180384-23] **(2018)**        China (asiática)        RCP-PCFR                 182/210     128     44          10     298   64    136   60   14   332   88    0,209   0,046

  **Present study**                              **Presente estudo**                            Irã (asiática)          RCP-PCFR                 80/80       74      5           1      153   7     76    4    0    156   4     0,025   0,818
  ---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Abreviaturas: EHW, equilíbrio de Hardy-Weinberg; MFAs, menores frequências alélicas; ND, não disponível; RCP-PCFR, reação em cadeia de polimerase de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restrição; SD, sequenciamento direto.

Síntese Quantitativa de Dados
=============================

A [Tabela 3](#TB180384pt-3){ref-type="table"} resume os principais resultados da metanálise do polimorfismo IL-6 -174G \> C e do teste de heterogeneidade. Os dados agrupados sugeriram uma associação significativa entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e a suscetibilidade a desenvolver EIA por 4 modelos genéticos: alélico (C versus G: RP = 0,671; IC95%: 0,457--0,985; *p*  = 0,042; [Fig. 2A](#FI180384pt-2){ref-type="fig"} ), heterozigótico (CG versus GG: RP = 0,734; IC95%: 0,554--0,973; *p*  = 0,032), dominante (CC + CG versus GG: RP = 0,660; IC95%: 0,440--0,990; *p*  = 0,044; [Fig. 2B](#FI180384pt-2){ref-type="fig"} ) e recessivo (CC versus CG + GG: RP = 0,506; IC95%: 0,264--0,970; *p*  = 0,040).

###### Resultados da associação do polimorfismo do IL-6 -174 G \> C com o risco de desenvolver EIA

  Subgrupos                Modelo genético     Tipo de modelo   Heterogeneidade (H)   Razão de probabilidades (RP)   Viés de Publicação                                           
  ------------------------ ------------------- ---------------- --------------------- ------------------------------ -------------------- -------------- -------- ------- ------- -------
  **Geral**                C versus G          Aleatório        73,65                 ≤ 0,001                        0,671                0,457--0,985   -2,035   0,042   0,754   0,909
                           CC versus GG        Aleatório        77,57                 ≤ 0,001                        0,439                0,439--0,192   -1,951   0,051   1,000   0,792
                           CG versus GG        Fixo             22,24                 0,245                          0,734                0,554--0,973   -2,150   0,032   0,754   0,834
                           CC + CG versus GG   Aleatório        61,46                 0,008                          0,660                0,440--0,990   -2,010   0,044   1,000   0,786
                           CC versus CG + GG   Aleatório        67,97                 0,008                          0,506                0,264--0,970   -2,052   0,040   1,000   0,727
  **Por etnia**                                                                                                                                                                   
  **Asiática**             C versus G          Fixo             0,00                  0,816                          0,865                0,624--1,201   -0,866   0,386   1,000   0,552
                           CC versus GG        Fixo             0,00                  0,409                          0,831                0,366--1,885   -0,443   0,658   ND      ND
                           CG versus GG        Fixo             0,00                  0,915                          0,840                0,562--1,256   -0,851   0,395   0,806   0,642
                           CC + CG versus GG   Fixo             0,00                  0,873                          0,845                0,578--1,234   -0,872   0,383   1,000   0,571
                           CC versus CG + GG   Fixo             0,00                  0,437                          0,885                0,394--1,989   -0,296   0,767   ND      ND
  **Caucasiana**           C versus G          Aleatório        88,10                 ≤ 0,001                        0,552                0,318--0,959   -2,110   0,035   0,308   0,173
                           CC versus GG        Aleatório        84,71                 ≤ 0,001                        0,329                0,114--0,951   -2,053   0,040   0,308   0,204
                           CG versus GG        Aleatório        65,43                 0,034                          0,670                0,413--1,086   -1,626   0,104   1,000   0,519
                           CC + CG versus GG   Aleatório        81,71                 0,001                          0,541                0,290--1,008   -1,935   0,053   0,734   0,490
                           CC versus CG + GG   Aleatório        77,97                 0,003                          0,408                0,180--0,925   -2,146   0,032   0,308   0,114
  **Asiática (Chinesa)**   C versus G          Fixo             0,00                  0,790                          0,824                0,585--1,160   -1,109   0,267   1,000   0,799
                           CC versus GG        Fixo             0,00                  1,000                          0,759                0,325--1,770   -0,639   0,523   ND      ND
                           CG versus GG        Fixo             0,00                  0,775                          0,811                0,530--1,243   -0,961   0,337   1,000   0,797
                           CC + CG versus GG   Fixo             0,00                  0,771                          0,804                0,539--1,199   -1,069   0,285   1,000   0,780
                           CC versus CG + GG   Fixo             0,00                  1,000                          0,814                0,352--1,880   -0,482   0,630   ND      ND

Abreviaturas: IC95%, intervalo de confiança de 95%; ND, não disponível.

![Gráficos de floresta do polimorfismo do IL-6 -174G \> C com risco de desenvolvimento de EIA. ( **A** ) Modelo alélico (C versus G); ( **B** ) modelo dominante (CC + CG versus GG). Foi utilizado um modelo de efeitos aleatórios.](10-1055-s-0039-1700813-i180384pt-2){#FI180384pt-2}

A [Tabela 3](#TB180384pt-3){ref-type="table"} também lista os resultados das análises estratificadas por etnia, nas quais uma associação significativa entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA foi encontrada entre caucasianos em 3 modelos genéticos: alélico (C versus G: RP = 0,552; IC95%: 0,318--0,959; *p*  = 0,035), homozigótico (CC versus GG: RP = 0,329; IC95%: 0,114--0,951; *p*  = 0,040), e recessivo (CC versus CG + GG: RP = 0,408; IC95%: 0,180--0,925; *p*  = 0,032), mas não em populações asiáticas. Além disso, realizamos análises agrupadas entre a população chinesa. Entretanto, os resultados mostraram que não houve associação estatisticamente significativa entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA nessa população chinesa ( [Tabela 2](#TB180384pt-2){ref-type="table"} ).

Teste de Heterogeneidade
========================

A [Tabela 3](#TB180384pt-3){ref-type="table"} resume o resultado principal de heterogeneidade (H) entre os estudos. Houve uma heterogeneidade significativa entre os estudos detectada em quatro modelos genéticos: alélico (C versus G: I ^2^  = 73,65; *p* ~H~ ≤ 0,001), heterozigótico (CG versus GG: I ^2^  = 77,57; *p* ~H~ ≤ 0,001), dominante (CC + CG versus GG: I ^2^  = 61,46; *p* ~H ~ = 0,008) e recessivo (CC versus CG + GG: I ^2^  = 67,97; *p* ~H ~ = 0,008). Por isso, exploramos as possíveis fontes de heterogeneidade por análise estratificada por etnia. Os resultados mostraram que estudos em populações asiáticas foram fonte substancial de heterogeneidade. Além disso, a remoção dos estudos que desviavam do EHW não alterou significativamente a heterogeneidade significativa entre os estudos (dados não mostrados), indicando que os modelos eram robustos.

Análise de Sensibilidade
========================

A análise de sensibilidade foi realizada para explorar o impacto de um estudo individual sobre as RPs agrupadas. Os resultados revelaram que nenhum estudo individual afetou significativamente as RPs agrupadas, indicando que nossos resultados eram estatisticamente robustos. Contudo, após excluir os dois estudos de caso-controle que não estavam de acordo com o EHW, tornando a amostra uma representação ruim, as RPs combinadas correspondentes foram materialmente alteradas em todos os modelos genéticos: alélico (C versus G: RP = 0,713; IC95%: 0,400--1,271; *p*  = 0,251), heterozigótico (CG versus GG: RP = 0,745; IC95%: 0,553--1,005; *p*  = 0,054), dominante (CC + CG versus GG: RP = 0,701; IC95%: 0,377--1,302; *p*  = 0,261) e recessivo (CC versus CG + GG: RP = 0,490; IC95%: 0,170--1,409; *p*  = 0,186).

Viés de Publicação
==================

O gráfico de funil de Begg e o teste de Egger foram realizados para avaliar o viés de publicação dos estudos incluídos. As formas dos gráficos de funil não revelaram nenhuma evidência de assimetria óbvia nos cinco modelos genéticos: alélico (C versus G: *p* ~Begg~  = 0,754 e *p* ~Egger~  = 0,909, [Fig. 3A](#FI180384pt-3){ref-type="fig"} ), homozigótico (CC versus GG: *p* ~Begg~  = 1,000 e *p* ~Egger~  = 0,792), heterozigótico (CG versus GG: *p* ~Begg~  = 0,754 e *p* ~Egger~  = 0,834), dominante (CC + CG versus GG: *p* ~Begg~  = 1,000 e *p* ~Egger~  = 0,786, [Fig. 3B](#FI180384pt-3){ref-type="fig"} ) e recessivo (CC versus CG + GG: *p* ~Begg~  = 1,000 e *p* ~Egger~  = 0,727). O teste de Egger também não mostrou evidência estatística significativa de viés de publicação, o que indicou baixo risco disso nesta meta-análise.

![Gráfico de funil para a detecção do viés de publicação para a associação do polimorfismo do IL-6 -174 G \> C com o risco de desenvolver EIA. ( **A** ) Modelo alélico (C versus G); ( **B** ) modelo dominante (CC + CG versus GG). Um modelo de efeitos aleatórios foi utilizado.](10-1055-s-0039-1700813-i180384pt-3){#FI180384pt-3}

Menor Frequência Alélica
========================

A menor frequência alélica (MFA) do polimorfismo do IL-6 -174G \> C nos controles saudáveis asiáticos e caucasianos é apresentada na [Tabela 2](#TB180384pt-2){ref-type="table"} . As frequências geográficas do alelo IL-6 -174C foram de 10,45% (0,00--20,9%) entre asiáticos, e de 47,35% (42,80--51,90%) entre caucasianos, respectivamente ( [Tabela 2](#TB180384pt-2){ref-type="table"} ).

Discussão
=========

Acredita-se que fatores genéticos e epigenéticos tenham um papel importante na etiologia da EIA. [@JR180384-2] [@JR180384-24] No entanto, a relação entre os fatores de risco ambiental e a EIA pode ser altamente complicada, e uma extensa pesquisa é necessária para verificar como exatamente os fatores ambientais afetam a suscetibilidade individual a desenvolver EIA. [@JR180384-1] [@JR180384-2]

Vários estudos de associação investigaram a associação entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA. Após reunir os dados de dez estudos elegíveis com 1.695 casos e 2.097 controles, descobrimos que a associação entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de EIA é estatisticamente significativa na população em geral. Uma análise estratificada adicional por etnia demonstrou uma associação significativa entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA entre caucasianos, mas não entre asiáticos. O resultado inconsistente entre os asiáticos na análise de subgrupos com as RPs gerais pode ser causado pela diversidade genética em diferentes etnias. Nossos resultados de metanálise foram consistentes com a metanálise anterior by Zhao et al [@JR180384-15] , baseada em 5 estudos de caso-controle com 944 casos e 1.177 controles. Em 2016, Zhao et al [@JR180384-15] realizaram uma metanálise para avaliar a associação entre o polimorfismo do IL-6 -174G \> C e o risco de desenvolver EIA. Seus resultados sugeriram que o polimorfismo do IL-6 -174G \> C não tem influência significativa na suscetibilidade individual a desenvolver EIA. [@JR180384-15] No entanto, essa metanálise incluía tamanho de amostra menor, e não conseguiu confirmar uma associação significativa. Portanto, a presente metanálise, com uma amostra maior, forneceu um resultado preciso em relação à associação do polimorfismo do IL-6 -174G \> C com o risco de desenvolver EIA.

A heterogeneidade é um problema potencial que deve ser abordado, pois pode afetar os resultados de uma metanálise. [@JR180384-25] [@JR180384-26] A significativa heterogeneidade entre os estudos exibida pode ser atribuída à diferenças em vários fatores, como diferença de etnia, de tamanho da amostra, de técnicas de genotipagem, e diversidade no desenho e na execução dos estudos. [@JR180384-27] [@JR180384-28] [@JR180384-29] [@JR180384-30] No entanto, apesar de o número de estudos incluídos na presente metanálise ter sido pequeno, uma heterogeneidade relativamente grande foi observada em quatro modelos genéticos na população geral. Assim, realizamos uma análise de subgrupos por etnia para explorar as fontes de heterogeneidade. No entanto, após a estratificação por etnia, nenhuma heterogeneidade significativa foi observada na população asiática, mas a heterogeneidade ainda existia na população caucasiana. Portanto, pode-se presumir que a heterogeneidade relativamente grande resulta principalmente de origens étnicas.

Existem várias limitações em nossa metanálise. Primeiro, dado que apenas estudos publicados em inglês e chinês foram incluídos, pode haver viés de publicação, embora nossos resultados não tenham mostrado significância. Segundo, como os estudos incluídos foram conduzidos entre asiáticos e caucasianos, os resultados devem ser interpretados cuidadosamente. Mais estudos sobre populações de outras áreas, como África e América do Norte, são necessários para diminuir os vieses produzidos pela variação étnica. Terceiro, as análises atuais foram baseadas em estimativas não ajustadas, porque a maioria dos estudos não forneceu dados ajustados. Análises mais precisas, incluindo dados individuais, fatores de estilo de vida e ambientais, devem ser realizadas, se possível. Finalmente, acredita-se que genética, meio ambiente e expossoma desempenhem um papel importante na fisiopatologia da EIA, mas a presente metanálise não pôde avaliar as interações gene-gene e gene-ambiente devido às informações limitadas dos estudos incluídos.

Em resumo, os resultados desta meta-análise, que são inconsistentes com os da metanálise anterior by Zhao et al [@JR180384-15] indicam que o polimorfismo do IL-6 -174G \> C está associado com o risco de desenvolver EIA, especialmente em caucasianos. Além disso, nosso estudo de caso-controle indicou que o polimorfismo do IL-6 -174G \> C não estava associado com o risco de desenvolver EIA na população iraniana.
